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GERHARD RICHTER
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{Eingezangen den 26. Sceptember, 1055)

SUMMARY *

E ffect of vemoval of nuclens on the syuthesls of RN and ¢vioplusinic proleins
e cells of Acctobularia mediterranea

In growing cells of the green unicellular and uninucleate alga Acetabularia mediterranea
exist an equal linear increase of the quantity of RNA and soluble cytoplasmic pro-
teins. By removal of the nucleus this relation between both processes is eliminated:
net synthesis of the cytoplasmic RNA fraction ceascs immediately which gives rise
to a constant level of RNA in enucleated cells. On the other hand the amount of
cvitoplasmic soluble proteins increases until 21 days after enucleation.

Enucleated fragments like anterior and postericr parts have no RNA net synthesis

but they show an increase of their cytoplasmic proteins which ceases after 2x days.
In nucleated fragments a strong synthesis of RN and proteins occurs due to their
ability of complete regeneration. ‘
During 2 dark period of 15-10 days the quantity ot RNA decreases in nucleated and
enucleated cells whereas the amount of cyvtoplasmic proteins remains constant.
Foiiowving RNA and protein synthesis during re-illumination in these cells the results
are not in contrast to thase which were obtained with normal cultivated nucleated
and ¢nucleated cells.

The rosuits lead to the conclusion that the nucleus has an important role in the
cytoplasmic net synthesis of RNA. But on the other hand the possibility of a nucleus
independent syirthesis of a small quantity of cytoplasmic RNA cannot be completely
excluded.

EINLEITUNG

Zum Studium der Wirkungsweise des Zellkerns verwendet man seit lingerer Zeit
zwei Einzeller, deren Kerne sich leicht ans der Zelle entfernen lassen: die heterotrophe
Amocba Proteus, bei der einfache Durchteilung eine kernhaltige und eine kernlose
Hilfte ergibt, und dic zur Photosynthese befahigte AAcetubilaria, deren Kern im Rhi-
zoid liegt und mit diesemn leicht bescitigt werden kannl. Beide Zelltypen zeigen
zwar tiefgreifende Unterschiede im ilirem Stoffwe hscl, dennoch sind beide in der
Lage, cinc Zcitlang ohne Zellkern zu existieren; Acelabuloria zeigt dariiber hinaus
messbares Wachstum unter Ausbildung von Wirteln und Hiten.
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Zur genaueren Analyse von Kernwirkungen ist es notwendig, Prozesse, von
denen man annimmt, das sie nur in Anwesenheit des Zelllkkerns ungestort ablaufen
konnen, auszuwihlen -und ihr Verhalten nach Entfernung desselben zu verfolgen,
Ein wichtiger Synthesemechanismus, dessen eindeutige Lokalisation man mit Hilfe
der Technik der “Merotomic’ zu finden hoffte, ist die Bildung der Ribonukleinsiure
in der Zclle. Ist ihire Synthese streng auf den Kern beschrinkt oder gibt es dariiber
hinaus im Cytoplasina einen Mechanismus, der weitgehend unabhingig vom Kern
arbeitet?

BrRACHET &f al.? haben Befunde mitgeteilt, wonach es in kernlosen Teilen von
Acetabularia zu einer deutlichen Vermehrung der RNS-Fraktion kommen soll, die
im Anfang sogar die Leistung der entsprechenden kernhaltigen-Zellen iibertreffen
konne, Die Autoren benutzten eine Adenin-Isotopenverdiinnungstechnik zur Bestim-
mung des RNS-Gehaltes. Vorversuche am gleichen Objekt im hiesigen Laboratorium
hatten jedoch hinsichtlich der RNS-Synthese in kernlosen Zellen und Teilstiicken
abweichende Befunde erbracht®; dje Extrakiion der RNS aus den Zellen erfolgte
hierbei mit Perchlorsiure,

Nach Mittelung von BRACHET &f «l.? konnten diese Autoren mit der gleichen
Methode keine befriedigenden Ergebnisse erzielen. Bei Anwendung der von OGUR
UND Rosent beschriebenen Versuchsanordunng, die nur leicht modifiziert wurde,
gelang es jedoch im hiesigen Labor, die angegebenen Schwicrigkeiten zu iiberwinden
(s. METHODEN]. Unter Verwendung derselben Mcthode konnte NAORA in BRAGHET’S
Laboratorium den Befund von RICHTER® hestiitigents,

In der vorliegenden Arbeit soll iiber das Verhalten von RNS- und Proteinsynthese
in kernhaltigen und kernlosen ganzen Pflanzen, sowie in Teilstiicken derselben be-
richtet werden; dabel wurde die Perchlorsiure-Extraktion angewendet.

- Die ausfithrliche Veriffentlichung dieser Ergebnisse war zuriickgestellt worden,
bis dhnliclie Versuche auch mit der Isotopenverdiinnungsmethode (nach BRACHET
¢f al.?) wiederholt werden konnten.

In gemeinsamen Versuchen, die im Institut von Prof. BracHET in Brissel durch-
gefuhrt wuarden®, konnten Naora unND RICHTER zeigen, dass auch bei Anwendung
der Isotopenverdiinnungstechnik {mit markiertem Adenin und Guanin) keine RNS-

" Vermehrung in kernlosen Teilen nachweisbar ist. Uber diese Versuche soll an anderer
Stelle berichtet werden?a.

I METHODEN
Versuchsmaterial

Die Untersuchungen wurden an Acefabilaria mediferranea ausgefthrt, die im
hiesigen Institut nach den Angaben von HimumeRLING® und RetH® kultiviert wird
(in “Erdschreiberlésung™ bet 12 St. Tagesbeleuchtung von 2500 Lux und bei 22°).

-

Kernlose Zellteile

Aus Pflanzen, die kurz vor der Hutbildung standen, wurden durch Zerschneiden
mit einer Weckerschere ““kernlose ganze Zellen” (durch Abtrennen des basalen
Rhizoids), “Vorderstucke” und ‘‘Hinterstiicke” (durch Amputation von Spitzenregion
und Rhizoid) hergestellt. Bis zu ihrer Verarbeitung gemiiss Versuchsanstellung

* Prof. BRACHET und seinen Mitarbeitern sei an dieser Stelle herzhch fiir die Bereitwilligkeit,

die methodisch strittigen Fragen durch cine Zusammenarbeit zu kliaren, sowie fiir die erwiesene
Gastireundschaft gedankt.

Literatur 5. 41q.



VOL. 34 (1959) SYNTHESE VON RNMA UND CYTOPLASMA-PROTEINEN 400
wurden diese kernlosen Zellteile normal — wie oben beschrieben - - kultiviert. Ihre
Leistungen hinsichtlich Formbildung, worunter Stielwachstum, Wirtel- und Hut-
bildung zu verstehen sind, werden bet den Versuchsbeschreibungen vermerlkt.

Fiir jede Versuchsreihe kam nur Materiul eleicher Herkunit und Anzucht zur
Untersuchung.

Als Bezugsgrisse wurde die Anzahl verarbeiteter Zellen bzw. Zeiiteile gewihlt.

Jede Versuchsreihie wurde mehrmals mit Zellen verschiedener Kulturen wieder-
holt; die Abbildungen geben reprasentativ das typische Ergebnis einer solchen wieder,

Extraktion dey Ribonukleinsinre

Zellen bzw. Zellteile definierter Linge (s. “Eigebnisse”) wurden der Nihrlosung
jewrcils zum gleichen Zeitpunkt der Beileuchtungsperiode entnommen, zweimal in
Seewasser gespiilt, kurz durch dest. Wasser geschwenkt und sofort in kochenden
Athylalkohol (8o ;) gegeben; hierdurch sollen die meisten Enzyme imaktiviert und
Substanzen, die bei der spiteren spektrophotometrischen Messung durch ihre Ab-
sorption stiren. konnten, entfernt werden (vergl. Marknam?). Dieser Vorgang wurde
nicht iiber drei Min. ausgedehnt.

Vergleichsweise wurden die Proben anderer Sericn nur mit kaltem Alkohol
{80 %,) kurz vorextrahiert bzw. sofort in 709, Alkohol - 17, HCIQ, gegeben, Hin-
sichtlich der Menge extrahierbarcer RNS ereahen sich jedoch keine signifikanten
Unterschiede, wohl aber waren die Absorptionskurven im allgemeinen weniger
typisch, wenn die Vorbehandlung mit kochendem Alkohol unterblicb.

Alle weiteren Extraktionen crfolgten nach der von OQcur unbD Rosent fir
pflanzliche Zellen heschriebenen Methode, die nur in wenigen Punkten modifiziert
wuarde. o Min 70 9, Athylalkohol -+ 19, HCIO, bet Zimmertemp. 2 ~ 3 Min Kochen
mit Alkohol-Ather Gemisch (3:1), Trocknen d- Matcerials, 2z -2 Waschen mit kalter
0.z N HCIO, {4-107), 16 Std. Extraktion mit 1.0 V HCIO, bei 4° (z ml). Nach 1z Std,
nimmt die Menge der bet 260 mp spezifisch ahsorbicrenden Substanzen nicht mehr
wesenthich zu (Fig. 1}. Im Routineverfahren blieben dic Proben {iber Nacht im Eis-
schrank; nach 16 Std. wurde der ['berstand vorsichtig dekantiert und durch eine
feinporige Glasfritte (G,) gesaugt. Es resultierten farblose, paviikelireie Extrakte.

w.v.-Spektrophotometric

Die Absorption dieser Extrakte wurde im BEckaan-Spektralphe’ aeter (Model
DU) im u.v.-Spekirum von 220-310 mu gemessen; dabei wurden Halbi ™ rokiivetten
aus Quarz von 1 ml Inhalt und 1o mm Schichtdicke benutzt. Es resultierten typische
Absorptionskurven von (hydrolysierten) Nukleinsiduren mit einem “Trog” (trough)
bei 235 mp und einem Absorptionsmaximum (peak) bei 260 my (Fig.. 2). Das Ver-
hiiltnis von “‘peak™ zu “‘through™ (E,.q./£4;) betrug stets mehr als 3,5. Die geringe
Absorption bei 310 mpu gibt gleichzeitig einen Hinweis auf die weitgehende Ausschal-
tung storender Substanzen.

Beim Vergleich paralleler Proben ergaben sich fir die Absorption bei 260 mp
maximale Abweichungen von + 10 9%,.

Um die Mdéglichkeit unvollkommener Extraktion in nicht homogenisierten Zellen
nachzupritfen, wurden Pflanzen mit kaltem Alkohol (80°;) im Homogenisator
(PorTER-ELVEHJEM) zerricben und nach kurzem Aufkochen wie oben beschrieben
weiteiverarbeitet. Euisprechiende Mengen gleichen Materials wiurden sofort in 70 9%
Literatur 8. 119.
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IFig. 1. Extraktion der RNS aus Zellen von
Acctabularvia med. (30) mit kalter Perchlorsiure
{47} in Abhdngigkeit von der Zeit,

TPig. 2. u.v.-Absorption der aus A cefabularia mit

kalter Perchlorsiiure exirahierten RNS, 4 pa-

rallele Proben zu je 30 Zellen gleicher Herkunft,

Anzucht und Grosse (4o mm, ohne Hiite) wur-

den naeh den tiblichen Varbehandlungen {vergl.

Fext) 17 Std. ' 47mit 2 ml 1.0 » HCIO,
behandelt.

Fig. 3. n.v.-Absorption der auns unzerstorten
und aus homogenisierten Zellen (gestrichelte
urve) von Acelabulerie extrahierbaren RNS.
Von Material gleicher Herkunit und Anzucht
wurden 50 Zellen (3o mum, ohne liite) nach
Homogenisiernng, weitere 50 ohne Aufschluss -
zunichst vorbehandelt, dann mit je 2 ml 1.0 NV
HC10, fiber 16 Std. bei 47 extrabiert.

Alkohol + 19, HCIO, aufg «chlossen bzw, ohne Zerreibung der Zellen in normaler
Weise behandelt, Die Absorption der entsprechenden HCIO,-Extrakte bei 260 mp
war fiir alle Proben trotz uniorschiedlicher Vorbehandlung praktisch gleich, die
Ausbildung des Absorptionsminimums bei 235 mp jedoch {fiir dic Homogenate
weniger charalkteristisch {Fig. 3). Auf Grund dieser Feststellung wurden alle Unter-
suchungen an nicht homogenisierten Zellen und Zellteilen durchgefithyt,

Litergtur 5. 4149,
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Mikroskopisclie Kontrollen an Zellen nach den vorbereitenden Extraktioncn
ergaben, dass dic Mcembranen weitgehend frei von Verunrcinigungen geworden varen,
Paher ist es verstiindlich, dass vorsichtiges Abpinseln der Pflanzen vor der Verar-
beitung gegentiber unbehandelten keinen Einfluss anf dic Messwerte hatte. Stérungen
durch Mikroorganismen, dic als Verunreinigungen den Zellmembranen anhaften,
konnten damit weitgehend ausgeschlossen werden.

Bei der Berechnung der RNS-Menge wurde der Phosphorgehali im HCLO,-
Extrakt zu Grunde gelegt. Um Storungen durch Mcetaphosphate auszuschalten, die
in Acctabularia gehinft auftreten®, wurde dieses Versuchsmaterial zusitzlich iiber
Nacht mit 109, Trichloressigsiiure bei 4° behandelt: darauf folgten die oben be-
schriebenen Extraktionen. Aus der Extinktion pro Mol Phosphor fiir 260 myp (g nach
CHARGAFF UND ZAMENHOFY; hier bz00%) kennte dann der RNS-Phosphor fir jgden
Extinktionswert berechnet werden; Iivision durch den Faktar 0.09g (SCHNEIDERY)
ergab den Gehalt an RNS, der auf Einzelpflanze bzw. Teilstiick bezogen wurde.

Dic Phosphorbestimmung basiert aufl einer kolorimetrischen Methode von
WERKHEISER UND WINZLER, die von KvHL'™ fir die besonderen Verhiltnisse bei
Griinalgen modifiziert wurde; als Reduktionsmittel fitr den gebildeten Phosphor--
Molybdat-Komplex dient Ascorbinsiure in der Hitze. Es kinnen 1-12 pp P im mj
sicher bestimmt werden. :

Extralition mif Ribonulicase

Proben anderer Versuchsserien wurden nach den tiblichen Vercxtraktionen (s.0.)
mit RN-ase-Lisung inkubicrt. 1Mese enthielt o.1 mg krist. Enzym (ScnreiiaroT)
pro ml Puffer; als solche dienten V13 Phosphat und o.z2 N Ammoniumcarbonat-
Ammoniumacetat (pH 7.6). Jede Probe wurde mit 2 ml Enzyvmlisung 2 Stunden bei
37° inkubiert. Nach Zentrifugieren und Filtrieren durch eine Glasfritte wurde die
Absorption der Lisungen im w.v.-Licht von 220--310 mu gemessen, Die Ausbeute an
spez. bei 260 mu absorbierender Substanz betrug etwa 8o °, der HCIO -Extrakte;
ausserdem crgaben sich weniger tvpische Absorptionskurven als nach HCH -Extrak-
tion, da das Absorptionsminimum bei 233 mp wesentlich schlechter ausgebildet
war (E g0/ Eans < 2).

Da diese Lisungen oft Tritbungen zeigten, die sclbst durch scharfes Zentrifu-
gieren und sorgfiltiges Filtrieren nicht zu hescitigen waren, wurde die Perchlorsiinre
als Extraktionsmedium bevorzugt.

Protein-Bestisnmiing

Parallel zur RNS wurde das “lisliche” Protein gemessen; unter dieser Feraich-
nung sollen alle “Extrakt-Proteine” des Cytoplasmas - ausgenomiren die Plastiden —
verstanden werden, dis nach Homogenisierung der Zellen in Puffer (se/15 Phosphat,
pH 7.0} in Lisung gehen'?. _ie kinnen gegen eine Fraktion der “Rilckstand-Proteine™
abgegrenzt werden. Ihre Bestimmung erfolgte nach der kolorimetrischen Methode
von LowRy ¢f al.13, dic dahingehend modifiziert wurde, dass sie auch bei Anwesenheit
von Chiorophyll unbeeinflusst anwendbar istit. Es kinnen damit 10-240 gg im ml
erfasst werden (FFehler -4 4%},

-

gp = 30,08 Efc-d; (£ = log Il ¢ — P-Kone [g;t7, { = Schichtdicke in cm).
Literatur 5. JI19.
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HERGEBNISSE

Zuerst wurde der RNS-Gehalt und die Protein-Synthese bei normal wachsenden
Pflanzen ither einen Zeitraum von 35 Tagen messend verfolgt, um {1) entscheiden zu
konnen, wann die Kernentfernung besonders erfolgversprechend ist, und um (2) eine
Vergleichsniéglichkeit fiir die nachiolgenden Messungen an kernlosen Zellen zu haben.
Als Richtgrssse dienten dabei Linge bzw. Entwicklungszustand der Pflanzen. Die
Bestimmungen erfolgten alle 7 Tage, wobei jeweils 2 < 50 Pflanzen stets zum gleichen
Zeitpunkt der Beleuchtungsperiode der Kultur entnommen wurden, um magliche
Veranderungen auf Grund des Licht—Dunkelwechsels auszuschalten.

Fig. 4 zeigt, dass bei Pllanzen, welche von durchschnittlich 12 mm auf 36 mm
in 28 Tagen gewachsen waren und danach Hilte (Durchm. 3—4.5 mm) bildeten, eine
deutliche Korrelation zwischen RNS-Zunahme und Vermehrung der 1oslichen Cyto-
plasma-Proteine besteht. -

In den niichsten Versuchen wurde in kerntosen ganzen Pflanzen der RNS- und
Proteingehalt mit entsprechenden kernbaltigen verglichen. Bei einem Teil des Ver-
suchsmaterials gleicher Herkunft, Anzucht und Griésse {(22—-25 mm) wurde der Kern
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Fig. 4. Vermehrung von RNS und lislichen Fig. 5. Verhalten von RNS und laslichem Pro-
Proteinen bei wachsenden, kernhaltigen Zellen  tein in kernhaltigen und kernlosen Zellen tiber
von A cetabnuluria med. Die Messungen erfolgten 28 Tage. Probeentnahme und Messung alle 7
alle 7 Tage; 2 « 30 Zellen fiir RNS-, 2 ¢ 30 fiir  Tage. Linge der hutlosen Ausgangspflanzen:

Protein-Bestimrnung. Die Messpunkte der Pro-  22-25mm, der daraus vor Versuchsbeginn her-
teinkurve (gestrichult) stellen die Mittelwerte  gestellten kernlosen Zellen: zo mm; den kern-
der Duppelbestimmungen dar. Die Zahlen ge-  haltigen Vergleichszellen gleicher Kultur und
ben die Grosse der untersuchten Zellen (in mm) Ausgangslénge wurde erst jeweils vor der RNS-
an: der Beginn der Hutbildung-—28 Tage nach Bestimmung das Rhizoid entfernt. Fiir diese
Versuchsbeginn —-ist ebenfalls vermerkt., Ordi- wurden je Probe 4o, zur Messung der lgslichen
nate: pg RNSjkernhaltige Zolle bzw. op los- Prateine je 20 Zellen verarbeitet.

Jiches Protein/kernhaltige Zelle.
Literatur S. yr1g.
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durch Abtrennung des Rhizoids entfernt, sodass 2o mm lange kernlose Teilstiicke
entstanden. Diese wurden zur Erholung z4 Stunden im Dunkeln gelassen. darauf
normal weiter kultiviert. Auch hier erfolzte die Entnahme des Materials im Verlauf
des Versuchs immer zum gicichen Zeitpunkt der Baleuchtungsperiode.

Unmittelbar nach der Dunkelruhe wurde in 2 Proben von je 4o bzw. jo 20 kern-
losen Teilen der Gehalt an RNS bzw. léslichem Protein bestimmt; die crhaltenen
Mengen dienten als Ausgangswerte ("“Tag 07) fir alle Messungen, welche auch hier
im Abstand von 7 Tagen durchgefithrt wurden. Parallel hierzu liefen dhnliche Be-
stimmungen an gleichlangen kernhaltigen Normalpflainzen derselben Kultur. Um
vergleichbare Verhiltnisse #zu schaffen, war dus Rhizoid kurz vor der Messung ent-
fernt worden ; kurzfristiges Einlegen in g6 °, Alkohol erlaubt eine leichte Abtrennung
ohne Substanzverlust. Ein Vergleich dieser ixierten Pflanzen mit frisch verarbeiteten
ergab gleiche Mengon extrahierbarer RNS,

Es zeigte sich, dass die Entfernung des Kerns zu ciner weitgehenden Sistierung
der cytoplasmatischen RNS-Synthese fiihrt (Fig. 5). Bei cinigen Versuchsserien war
eine leichte Zunahme des RNS-Gehaltes festzustellen, bei anderen blieb er konstant
bzw. begann gegen Versuchsende sogar leicht abzusinken. Diecse Abnahme war
besonders fiir solche Zellen charakteristisch, deren Kern relativ spit, d.h. kurz vor
Einsetzen der Hutbildung, entfernt worden war {s.u.). Eine gleich starke oder sogar
hohere Syntheseleistung in kernlosen Zellen gegeniiber kernhaltigen, wic sie von
BracueT ¢t al.? angegeben wurde, konnte nicht festgestelit werden.

Die Ursachen fiir die unterschiedlichen Ausgangsmengen an RNS bei kernhaltigeh
und kernlosen ganzen Zellen, wie beispielsweise in Fig. 5 und auch bei spiteren=er-
suchen, sind unbekannt. Man kiénnte zunichst daran denken, dass infolge Substanz-
verlust bei Abtrennung des Rhizoids der RNS-Ausgangsgehalt kernloser Teile allge-
mein gesenkt wurde. Bemerkenswert ist jedenfalls die Tatsache, dass bei den kernlosen
Zellen oder Teilstiicken der am “Tage o vorliegende RNS-Spiegel iiber den Ver-
suchszeitraum weitgehend beibehalten wird—unabhingig davon, ob die Ausgangs-
menge hoch oder niedrig-—im Vergleich zu entsprechenden kernhaltigen Zellen war.

Weitere Versuche sollten daritber Aufschiuss geben, ob sich dltere Pflanzen
(45-60 mm) nach Kernentfernung hinsichtlich ihrer RNS- bzw. Protein-Synthese
dhnlich verhalten. Die untersuchten Pflanzen hatten noch keine Hutanlagen cnt-
wickelt; durch Abtrennen des Rhizoids — wenn erforderdich it der unteren Stiel-
region — wurden sie auf die einheitliche Linge von 40 mm gebracht. Die Festlegung .
der Ausgangswerte ("“Tag 0”) und die Bestim:aung von RNS- und laslichem Protein
erfolgten in der bereits beschriebenen Weise.

Obwoh! diese Fragmente zu vollkommener Hutbildung und erheblicher Protein-
vermehrung befahigt waren (vergl, dazu HAMMERLING of @f.15), konnte eine messbare
Zunahme ihrer cytoplasmatischen RNS nicht festgestellt werden (Fig. 0).

Zerlegt man ganze Pflanzen, welche kurz vor der Hutbildung stehen, in *“Vorder™-
und ‘“Hinterstiicke” (vergl. “'Methodizcher Teil”) von 12 mm Linge, so zeigen diese
beiden Typen von kernlosen Zellteilen ein unterschiedliches Regenerationsverhalten:
die Vorderstiicke hilden neben neuem Stiel oft Hiite, die Hinterstiicke dagegen
kaum neuen Stiel und fast niemals Hiitel. 1517, Dagegen zeigen kernhaltige Teilstiicke
(Hinterstiicke mit Rhizoid) vollstindige Regeneration; die entstehenden Pflanzen
unterscheiden sich nicht von normaien. Es erschien daher wichtig, festzustellen, ob
dieses unterschiedliche Verhalten der isolierten Teilstucke auch seinen Ausdruck im
Literatur 5. 414,
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Fig. 0. iYer RNS-Gehalt dilterer kernloser Zellen iiber
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2 15 Zellen je Test.
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Spiegel der IRNS- und des lislichen Proteins findet und in wieweit die an kernlosen
Zellen erhiobenen Befunde allgernein giiltig sind.

Aus Pflanzen gleicher Kultur wurden durch Zerschneiden Vorder-, Hinter- ind
Rhizoidstiicke von 12 mm Linge gewonnen, Nach 24 stdg. Dunkelrube wurden diese
in neuer Nihrlosung normal kultiviert. Sofort entnonwmnene Proben (je 40 oder 50
Teilstiicke} dienten zur Bestimmung der Ausgangswerte fir RNS und l6sliches
Protein, IFig. 7 zeigt das Ergebnis eines solchen Versuchs, der mehrfach mit Material
aus verschiedenen Kultaren wiederholt wurde. Kemnlose Vorder- und Hinterstiicke
zeigen demnach Giber einen Zeitraum von 28 Tagen keine echter Vermehrung ihrer
RNS. Die kernhaltigen Rhizoidstiicke dagegen haben eine gleichmiissige linear an-
steigende Zunahme ihrer RNS, die auf Grund der beobachteten Regenerationsleistung
21 cTwarten war. -

Vergleicht man damit i Ergebnisse parallel durchgefiihrier Bestimmungen der
lislichen Proteine, so ergibt sich die Tatsache, dass die Abtrennung des Kerns auf
deren Synthese zunichst chne Einfluss ist (Fig. 8), obwohl die Vermehrung der
RNS-Fraktion sofort eingestellt wird. Die Zunahme der lislichen Proteine hérte in
dicsem Falle allerdings nach etwa 21 Tagen auf. Hingegen hatten die regenerierenden
kernhaltigen Rhizoidstiicke gegen Versuchsende das Fiinf-fuche an 16slichen Proteinen
gebildet. Der bekannte Defund, wonach eiue begrenzte Vermehrung von Proteinen
in Abwesenheit des Kernes bei Acetabidaria stattfindet?:15- erfihrt hievdurch eine
neuc Bestiitigung. Da dieses Problem Gegenstand eingehender Untersuchungen im
hiesigen labor ist!® soll an diescr Stelle nicht weiter auf diese Fragen eingegangen
werden.

Ergiinzend seien die Ergebnisse einiger Versuche beschrieben, bei denen kern-
haltige und kernlose Pflanzen diber cinen Zeitraum von 16 Tagen im Dunkeln belassen,
Literatur 5. 414,
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A Vig, 8. Verhalten der lislichen Proteine in kernlosen

Vorler- (V) und Hinterstiicken {11}, sowic in kern-

haltigen Rhizoidredlen (Rh) ven 12 mun \usgangs-

linge iiber 28 Tage, Die Teilstiicke wurden aus «er

bei Fig. 7 erwihnten Kultur bergestellt; dic Pllanzen
winen cbhenfalls 26-2% mm gross,
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Fir. g, Wirkung einer 13- bazw. 16-tiigigen Vor-Ver-
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teinsynthese frisch hergestellter kernloser Zellen, und
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notmaler Wiederbelichtung uber zo Tage {12 Std.

pe tiglich bel ~~ 2300 Lux). Zwet Serien gleichlanger,
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danach normal weiter kultiviert wurden. RN5- und Proteingehalt wurden in Dunkel-
und Lichtzeit messend verfolgt.

Im ersten Versuch (Fig. g) wurden zwet Serien von kernlosen Zelleu—25 mm
Ausgangsliinge, ohne Hiite—nach ihrer Herstellung zunichst 15 bzw. 16 Tage dunkel
gestellt, danach normal, d.h. im 12:7~ stdg. Licht—Dunkel-Wechsel kultiviert, In der
Dunkelperiode kommt es zu einem Abfall des RNS-Gehaltes (30°4); der dadurch
erreichte Spiegel wird auch im wesentlichen in der nachfolgenden Lichtperiode bei-
behalten. Gleichzeitig nimmt die Menge der l6slichen Proteine im Dunkeln nur gering-

fiijgig ab. Im Licht dagegen setzt eine aktive Synthese ein, die in d.csem Falle bis
zum 20. Tage anhielt. '

Hinsichtlich RNS-Gehalt und Proteinvermehrung entspricht das Verhalten dieser
vorverdunkelten kermlosen Zellen solchen, die sofort nach Kernentfernung normal
Litevatur 5. 3119,
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Fig. ro. \Wirkung einer Dunkelzeit on 15 bzw, 16 Tagen (schwarz umrandet) auf RNS und Gehalt
an léslichen Proteinen kernhaltiger Zellen, und der Einfluss anschliessender normaler Wechsel-
Lelichtung iiber 16 bzw. 20 Tage auf beide Substanzen. Linge der Ausgangspflanzen beider Serien:
25—27 mm, hutlos, —Den fiir dic RNS-Extraktion verwendeten Zellen war zuvor das Rhizoid
entfernt worden; 30 Zellen je Probe. Uber Einzelheiten der Darstellung, siehe bei Fig. 9.

kultiviert wurden; ihr Regenerationsvermdégen war dagegen—wie ein Vergleich mit
entsprechenden Kontrollen ergab-—-herabgesetzt (vergl. hierzu BrACHET # al.f;
HAMMERLINGY?). Im néchsten Experiment wurden zwei Serien kerwhaltiger Pllanzen
-—25 bzw. 27 mm Apsgangslinge, ohne Hiite—den gleichen Bedingungen wie die-
kerulosen Zallen unterworfen. In den Proben, die zur RNS-bestimmung entnommen
wurden, waren die Rhizoide vor der Extraktion entfernt worden.

Auch fiir die cytoplasmatische RNS-Fraktion kernhaltiger Zellen war eine Ab-
nahme im Dunkeln feststellbar (Fig. 10), die um 35 % lag. Da die Rhizoide vor jeder
Messung von den Versuchspflanzen entfernt wurden, kann in diesem Falle die Ab-
nahme-—neben einem Abbau—auch auf einer Abwanderung eines Teils derselben ins.
Rhizoid Dberuhen. Dagegen blieb der 18sliche Proteingehalt unverindert. Nach
Uberfithrung in normale Kulturbedingungen zeigten dicse kernhaltigen Zellen nor-
males Wachstum, das durch eine gleichformige Zunabme von RMS und léslichem
Protein charakterisiert ist. Gegen Versuchsende—16 bzw. 20 Tage nach Beendigung

der Dunkelbehandlung—waren die Pflanzen auf durchschn. 40 min herangewachsen
und hatten zu 8o 9, Hiite gebildet.

DISKUSSION

Bei der Analyse der Wechselbeziehungen zwischen Zellkern und Cytoplasma gilt das
besondere Interesse der Frage, welche Bedeutung dem Zellkern bei der RNS-Synthese
der Zelle zukommt. Hauptsiichlich drei unterschiedliche Auffassuogen lassen sich
anhand der vorliegenden Versuchsergebnisse herausstellen: (1) alle RNS in der Zelle
entstammt dem Kern, (2) aie Kern-RNS stellt einen Vorlidufer der cytoplasmatischen
Iraktion dar, (3) die Vermehrung der cytoplasmatischen RNS oder wenigstens eines.
Teils derselben erfolgt unabhingig vom Zellkern im Cytoplasma selbst. Die Fiille der
zum Teil voneinander abweichenden Befunde, welche mit Hilfe markierter Substanzen
an tierischen kernhaltigen Zellen und durchteilten Amaeben erhalten wurden, ist an
anderer Stelle bereits zusammengefasst und diskutiert worden?2®. 21, 21a,

Eiteralur 5. gro.
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Wie vorstehend gezeigt wurde, liessen sich bei Acefabidaria die Befunde von
BracHET und Mitarbeitern? an Material der Wilhelmshavener Kulturen nicht be-
stitigen. Zwar konn*: bhel kernlosen ganzen Pflanzen in einigen Versuchsserien
—2o Tage nach Ko cuidernung—eine schwache Zunahme des RNS-Gehaltes um 25 %,
registriert werden; demgegeniiber war fiir dic meisten Versuche ein konstanter, bei
wenigen soger cin schwach absinkender RNS-Spicge! fir kernlose Zellen und Zeliteile
charakteristisch. Ahnliches gilt, wie wiederholt sei, auch bei Anwendung der Isotopen-
Verdiinnungsmethodet?,

Eine Erklirungsmdglichkeit der erhaltenen Versuchsergebnisse besteht darin,
dass man in dem etwas schwankenden RNS-Gehalt kernloser Zellen den Ausdruck
eines dynamischen Gleichgewichtes sieht, welches dadurch zustande kommt, dass
méglicherweise einige Fraktionen-—weitgeliend kernunabhingig—vermehrt werden,
withrend der Syunthesemechanismus anderer von der Enifernung des Kernes ent-
scheidend betroffen wird, indem bei einigen Fraktionen sogar eine alimiihliche Ver-
minderung erfolgt. .

In dieser Hinsicht ergeben sich einige indirekte Finweise, die fiir die Moglichkeit
solcher weitgehend kernunabhiingigen RNS-Fraktionen sprechen: w.v.-Bestrahlung
kernloser Zelien fihrt zu einer starken Verminderung ihres RNS-Gehaltes, welche
bis zum 11. Tage andaucrn kann. Nach Ausbildung einer stationiren Phase war
jedoch—etwa 16 Tage nach Versuchsbeginn—eine deutliche RNS-Nettosynthese
messbar®2, Dieser Befund stiitzt indirekt die Vorstellung, dass in den kernlosen Zellen
und Zeliteilen ecine RNS-Vermehrung stattfindet; sie tritt jedoch nicht in Erscheinung,
da die Gesamtmenge an cytoplasmatischer RNS infolge gleichzeitiz ablaufender
Abbauprozesse unveriindert bleibt. Verfolgt man in kernlosen Zellen von Acetabularia
das Verhalten der Plastiden, so lisst sich auf Grund einer Erhéhung ihres Protein-
gehaltes!? sowie anhand ihrer Pigmente eine deutliche Zunahme ihrer Menge feststel-
len®. Die lanfende Vermehrung derselben zu nachweislich funktionstiichtigen Or-
ganellen—auch die Photosyntheseleistung steigt an?>—spricht dafiir, dass auch der
—bei Acetabularia noch hypothetische—-RNS-Anteil der Plastiden, der bei cinigen
Griinalgen® und bei hoheren Pflanzen mehrfach nachgewiesen wurde, synchron it
den Teilungen vermehrt wird.

Die allmihlich abklingende Vermehrung der loslichen Cytoplasmaproteine er-
laubt dagegen die Vermutung, dass die in ihren Synthese-Mechanismus einbezogene
RNS-Fraktion von der Kernentfernung nachhaitig_betroffen wird. Hier ist in erster
Linie an die Mikrosomen zu denken, deren Beteiligung an der Protein-Synthese
erstmalig von BRACHET UND JEENER? herausgestellt undinzwischen vielfach bestiitigt
worden ist. Wurde diese Erkenntnis zundchst nur an tierischen Zellen gewonnen, so
haben neuere Untersuchungen an Pflanzenzellen eine grundsitzliche Ubereinstim-
mung ecrgeben® ¥, Dijese Vorstellungen miissen zundchst hypothetischer Natur
bleiben, da entsprechende Untersuchungen an isolierten Zellorganellen noch ausstehen.

Die Versuchsergebnisse schliessen auch die Miglichkeit ein, dass alle RNS-
Fraktionen des Cytoplasmas gleichartig von der Entfernung des Zellkernes betroffen
werden, was sich in einer Sistierung der Nettosynthese manifestiert. Der schwache
Anstieg des RNS-Gehaltes, wie er bei einigen Serien kernloser ganzer Pflanzen gegen
Versuchsende festgestellt wurde, kinnte dafiir sprechen, dass dem Cytoplasma noch
ein begrenzter Vorrat an “kernspezifischen RNS-Vorstufen” zur Verfiigung stand,
welcher eine geringe Vermehrung ermoglichte (vergl. dazu BracHet #f «l.?). Das
Literatur 5. J19.
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wiirde hesagen, dass die Wirkungen des Kerns auf die cytoplasmatische RNS oder
zumindest auf einige Fraktionen derselben in der Lieferung spezifischer Bausteine
besteht, welche beim Aufban der RNS-Molekiile unerliisslich sind, Ob cs sich dabei
um eine Abgabe von Nuklcoproteiden®, von polymerer RNS21,2%.30 von “'spezifischer
RNS” im Sinne von MarsHak3! oder von Nukleotiden besonderer Struktur und Funk-
tion in das Cytoplasma handelt, bleibt weiterhin unklar. Der hohe Umsatz des Kernes
von Aectubularia — insbesondere des Nucleolus?2-3 . spricht dafiir, dass er ein Ort
intensiver RNS-Synthese ist; schwierig hingegen ist der Nachweis zu fithren, ob und
in welcher Weise solcherart gebildete RNS in das Cytoplasma gelangt.

Fir wachsende kernhaltige Normalpflanzen von Acetabularia ist eine gleich-
formige Vermehrung von RNS und lisslichem Protein charakteristisch, die in Ab-
hiingigkeit von Wachstum und Entwicklung abliunft. Diese Korrelation steht im
Einklang mit der von Casperssox® und BrRACHET® aunfgestellten These, wonach der
RNS cine entscheidende Rolle bei der Vermehrung der Proteine zukommt. Mit der
Entfernung des Zellkernes wird jedoch bei Acetabularia die enge Kopplung beider
Prozesse aufgechoben, indem bei zunichst scheinbar unbecinflusster Proteinzunahme
keine Nettosynthese von RNS in kernlosen Zellen mehr festzustellen ist. Dieser
Befund wiirde die Auffassungen iiber die Beziehungen zwischen RNS- und Protein-
synthese dahingehend crginzen, dass—zumindest bei kernlosen Zellen und Teilen
von Acotabularia-—chon die Gegenwart bzw. ein konstanter Gehalt von RNS im
Cytoplasma fiir cine deutliche Vermehrung der léslichen Proteinge—in diesem Falle
bis zum 21. Tage nach Kernentfernung—ausreichend ist.

Es sei hier erginzend vermerkt, dass auch a.v.-Bestrahlung keriihaltiger Nor-
malpflanzen von Acetabularia in dieser Hinsicht einen ihnlichen Effekt wie die
Kernentfernung hat, indem bei weitgehend konstantem RNS-Gehalt eine messbare
Vermehrung der léslichen Proteine im Cytoplasma erfolgt?2. Zusammenfassend ldsst
sich feststellen, dass dem Zellkern ein entscheidender Einfluss bei der Synthese der
RNS im Cytoplasma der Acetabularia-Zelle zukommt, da der iiberwiegende Teil der-
selben nur in seiner Gegenwart gebildet werden kann ; moglicherweise kann ein kleiner
Anteil der extranukleiren RNS auch in Abwesenheit des Zellkernes iiber einen be-
grenzten Zeitraurn hinweg vermehrt werden - eine experimentelle Bestitigung eines
solchen Mechanismus steht jedoch noch aus. Ebenso muss die Frage, in welcher
Weise der Kern die RNS-Synthese im Cytoplasma beeinflusst, unbeantwortet bleiben
zuinal sich fiir eine cytoplasmatische RNS-Synthese bei Gegenwart des Kernes zur
Zeit nur Wahrscheinlichkeitsgriinde anfiihren lassen®; sie weisen allerdings deutlicher
in diese Richtung als bei Amoehen?®s,

DANKSAGE

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft, welche durch finanzielle Beihilfen die vor-
liegenden Untersuchungen eriniglichte, sei an dieser Stelle gedankt.

ZUSAMMENFASSUNG

Wachsende Zellen der einzelligen und einkernigen Griinalge Acefabularia mediterranea
zeigen eine gleichmissige, linear ansteigende Zunahme ihrer RNS und ihrer léslichen
Cytoplasma-Proteine. Durch Entfernung des Zellkerns wird diese Korrelation beider
Prozesse in den entstehenden kernlosen Zellen aufgehoben: die Vermehrung der cyto-
plasmatischen KNS wird sistiert, sodass ein konstanter Gehalt resultiert; dagegen
Literatur 5. J19. ’
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nimmt die Menge der loslichen Proteine bis zum-21. Tage nach Kemnentfernung
noch zu. .

Kernlose Teile wie Vorder- und Hinterstiicke zeigen das gleiche Verhalten: bei
konstantem RNS-Gehalt kommt es auch bei ihnen zu einer deutlichen Vermechrung
der lislichen Cytoplasma-Proteine, welche nach 21 Tagen aufhort. Fir kernhaltige
Teile ist. dagegen eine starke Zunahme von RNS und léslichen Proteinen charakteris-
tisch, die dem starken Regenerationsvermaogen dicser Fragmente entspricht.

Wihrend einer 15-16-tigigen Dunkelzeit wird der RNS-Gehalt kernhaltiger
und kernloser Zellen gesenkt; der Spiegel der léslichen Proteine bleibt konstant,
Dennoch zeigt sich bei anschliessender Normalkultur kein abweichendes Verhalien
hinsichtlich RNS-.und Proteinsynthese im Vergleich zu nicht verdunkelten kern-
haltigen und kernlosen Zellen.

Die Resultate sprechen dafiir, dass dem Zellkern ein aggscheidender Einfluss bei
der Nettosynthese der cytoplasmatischen RNS zukommt. Trotzdem besteht die
Méoglichkeit,” dass ein kleiner Teil der extranukleiren RNS auch kernunabhiingig
iiber einen begrenzten Zeitraum vermehrt werden kann.
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